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研究成果の概要（和文）：アクチン重合促進因子 Arp2/3 は、様々な細胞運動において、細胞膜
の変形を促すメッシュ状のアクチン構造体を形成する。細胞内の Arp2/3 の活性化機構はよく
調べられているが、アクチン細胞骨格のリサイクリング過程での Arp2/3 の活性抑制化は不明
である。本研究では、グリア成熟転換因子 GMF の酵母ホモログの機能解析に端を発し、活発
に細胞運動する細胞性粘菌について、その GmfA の機能を調べた。 
 
研究成果の概要（英文）：Arp2/3 induces formation of actin meshwork which is required for 
membrane deformation in various type of cell movements. It has well been studied the 
molecular machinery activating Arp2/3 function. However, there is almost no study how 
Arp2/3-activity is down regulated during recycling of the actin cytoskeleton. Therefore, I 
decided to study the molecular function of a yeast homologue of the glia maturation factor 
GMF. Moreover, I tried to investigate cellular function of GmfA by using cellular mold 
which shows dynamic cell behavior.  
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１．研究開始当初の背景 
 太古の地球上で、原始的な生命体が徘徊し、
エネルギー代謝に必要な物質を外環境から
細胞内部へと取り入れる様子を想像してい
ただきたい。いかにして、現在の細胞の祖先
であるこの生命体は、運動能力を獲得したの
だろうか？これを理解するには、本研究が対
象とするアクチンメッシュワークの構築と、
その動的機構の制御に関わる分子群の解明
が大切である。 
 これまでの研究から、動物細胞が移動し、
外環境から物質を細胞内に取込む（エンドサ
イトーシス）際には、移動細胞の先導端やエ
ンドサイトーシス部位において、多数の枝分
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かれしたアクチン細胞骨格が構築され、それ
が原形質膜を押すことで、膜の形状変化が促
されることが分かってきた。この過程に働く
分子として、アクチン重合促進因子である
Arp2/3 が同定され、その働きにより多数の
アクチン繊維が枝分かれしたメッシュワー
ク構造が構築される。この構造が膜を押しや
るためには、常に原形質膜直下で新生し続け
ることが不可欠である。それに伴い、古いア
クチンメッシュワーク構造は、速やかに脱会
合され、アクチンに付着していた Arp2/3 な
どの蛋白質は外され、リサイクルし、新しい
構造をつくる。この一連の反応が調和するこ
とで、効率的かつ連続的な細胞移動やエンド
サイトーシスが可能となる。 
 近年、メッシュワーク構造の構築過程は、 
Arp2/3 とその活性化因子 NPF が同定され、
解析が進んでいる。ところが、解体過程につ
いては不明な点が多い。例えば、移動細胞の
先導端の Arp2/3 は、アクチンと同程度に速
くリサイクリングする（t1/2 = 10 s以下）。し
かし、精製蛋白質を用いた試験管内の反応で
は、アクチン重合の誘導後に、アクチン繊維
から Arp2/3 が解離する速度は、細胞内の 
Arp2/3 のリサイクリング速度と較べて数百
倍以上も遅い。そのため、細胞内には、アク
チン繊維から Arp2/3 を積極的に解離する
しくみがあるはずである。 
 
 
  
２．研究の目的 
 運動中の細胞膜の内側では、古いアクチン
メッシュワークは、ADF/cofilin （以下、AC）
により切断・脱重合されて、リサイクリング
される。AC は、アクチン繊維内のサブユニ
ットからリン酸の放出を促し、ATP 型よりも 
ADP 型の繊維に強く作用する。重合したばか
りのアクチンサブユニットは ATP 型で、次
第に ADP 型に移行するため、選択的に古い
繊維を解体することができる。最近、私が中
心となって、分裂酵母から同定した新奇の AC
ファミリーであるグリア細胞形質転換因子 
(GMF) 様蛋白質は、生化学的に Arp2/3 に結
合し、そのアクチン重合誘導活性を抑制する
ことが判明した。しかし、その分子レベルで
の詳細な反応プロセスは不明であり、また分
裂酵母のエンドサイトーシスや細胞性粘菌
などの移動細胞における GMF の役割につい
ては未解明である。そこで本研究では、これ
らの問題の解明を目指した。 
 
３．研究の方法 
 おもに次の３点について研究を進める。 
⑴ GMFによる Arp2/3 の活性制御作用につ
いての分子構造学的な解析 
① 大腸菌に発現させた組換え  GMF と 
Arp2/3 複合体の電子顕微鏡ネガティブ
染色像の単粒子画像解析を行い、 GMF 
結合による Arp2/3 複合体の構造変化
を解析する。 
② 分裂酵母 Gmf1について、アラニンスキ
ャニング解析により、 Arp2/3 との結合
に必要な残基を同定する。アラニンスキ
ャニング解析とは、目的の遺伝子がコー
ドする蛋白質について、電荷をもつアミ
ノ酸残基が連続して配置している部分
を、電荷をもたないアラニン残基と置換
する点突然変異の導入を基盤とした方
法である。電荷をもつ残基は蛋白質の分
子表面に露出し、他の蛋白質との相互作
用に寄与する可能性が高いため、それら
の相互作用部位を同定することが可能
である。 
⑵ エンドサイトーシスにおける Gmf1 の役
割とその動態についての解析 
① 分裂酵母の Gmf1 は細胞内のアクチンパ
ッチに局在する。アクチンパッチとは、
細胞表層においてエンドサイトーシス小
胞の形成と原形質膜からの離脱に働くア
クチンの構造体である。細胞内の Gmf1 
の機能について理解するために、野生株
と gmf1 遺伝子破壊株について、エンドサ
イトーシス、アクチンパッチの挙動、
Arp2/3 複合体の細胞内動態計測を行う。 
② アクチンパッチと他の細胞内アクチン細
胞骨格（アクチンケーブルやアクチンリ
ングなど）は、相互に構造の動的均衡を
保ちつつ、それぞれの機能を発揮する。
例えば、間期の細胞成長時には、アクチ
ンケーブルがエキソサイトーシス小胞を
細胞の伸長領域へと輸送し、それに関与
した分子群はアクチンパッチがエンドサ
イトーシスすることでリサイクリングさ
れると推定されている。Gmf1 を細胞に過
剰発現すると、アクチンパッチの形成は
抑制され、細胞内のアクチンケーブルの
本数は増加する。細胞の成長方向の切り
替えやストレス応答時などに Gmf1 の機
能が、どのように関係しているか、その
他の機能関連因子の働きと共に調べる。 
 
  
⑶ 運動細胞における GMF の機能解析 
 細胞運動における GMF の機能を明らかに
する目的で、細胞移動の研究に実績のある細
胞性粘菌を用いた解析を行う。具体的には、
GMF 様遺伝子破壊細胞、および GMF 様遺伝子
過剰発現株の運動様式を野生株と比較する。
異なる生物の GMF の機能を調べることで、そ
の進化的な普遍性を知ることができるかも
しれない。 
 
４．研究成果 
⑴ GMFによる Arp2/3 の活性制御作用につ
いての分子構造学的な解析 
① 大腸菌に発現させた組換え  GMF と 
Arp2/3 複合体の電子顕微鏡ネガティブ染
色像の単粒子画像解析については、現在も
解析中である。その理由として、東日本大
震災に伴い、数ヶ月間、電子顕微鏡が使用
不能であったこと、そして震災直後から数
日間の停電により精製した蛋白質試料が
壊滅的な打撃を被ったことによる。 
② 分裂酵母 Gmf1 のアラニンスキャニング
解析については、合計 15 種類の変異遺伝
子を作成し、それぞれを分裂酵母に過剰発
現させた際に Arp2/3 の機能が抑制される
か調べた。その結果、AC とのアミノ酸配列
の類似性から分子表面にあるであろう２
本のαヘリックスに挟まれたループの電
荷が、 Arp2/3 との結合に必要なことを同
定した。このループ構造は、異なる分子活
性をもつ AC ファミリーの蛋白質分子の間
で多様性が認められる部分である。そのた
め、本実験により同定した分子の箇所は、
その機能の決定に重要な役割を担うこと
が期待された。また、この結果は、上記①
の構造解析に反映させることで、GMF と 
Arp2/3 の分子の認識機構の理解が期待で
きる。 
 
⑵ エンドサイトーシスにおける Gmf1 の役
割とその動態についての解析 
① 分裂酵母の野生株と gmf1 遺伝子破壊株
について、エンドサイトーシス、アクチン
パッチの挙動、Arp2/3 複合体の細胞内動
態計測（FRAP 解析）を行った。その結果、
いずれにおいても野生株と gmf1 遺伝子破
壊株で優位な差は認められなかった。分裂
酵母のエンドサイトーシスにおいては、
Gmf1 の機能を代替する分子が存在する可
能性が考えられた。 
② アクチンパッチとアクチンケーブルの形
成のバランスについて検討した。アクチン
ケーブルの形成およびエキソサイトーシ
ス小胞の細胞伸長領域への繋留に必要な
因子として Pob1 を同定し、この温度感受
性変異株について、エキソサイトーシス量
の変化、および細胞内の Gmf1 活性の変化
があるかを調べた。その結果、アクチンケ
ーブルが消失し、エキソサイトーシスが抑
制された条件下では、細胞表層全体にアク
チンパッチが形成される異常が認められ
たものの、エンドサイトーシス量の増加は
みられなかった。これより、アクチンケー
ブルが形成されない場合は、細胞内のアク
チンがアクチンパッチの形成に回される
ことが考えられたが、細胞内と細胞表層の
膜の出し入れについては適切な平衡が設
けられることが示唆された。この結果から、
アクチンパッチによるエンドサイトーシ
スの効率が下がる（アクチンパッチが増え
てもエンドサイトーシス量は変化しない
ため）と推定した。この制御に Gmf1 が関
与しているか検討するため、pob1 温度感
受性変異株と gmf1 遺伝子破壊株の二重
変異株を作成した。ところが、単独変異株
と２重変異株の間に顕著な差異はみつか
らなかった。これより、Gmf1 以外のアク
チンパッチの機能を負に制御しうる因子
が Pob1 の機能が低下した状態で働いて
いるものと考えた。 
 
⑶ 運動細胞における GMF の機能解析 
 上述したように、分裂酵母の細胞内におけ
る Gmf1 の機能は、顕著に示すことができな
かった。そこで、細胞体が活発に運動する細
胞性粘菌の GMF 様遺伝子である gmfA の産
物の細胞内機能を調べることにした。細胞性
粘菌は、基質上をアメーバ運動し、活発に外
環境物質を細胞内に取込む（マクロピノサイ
トーシス）。これらの細胞運動にもメッシュ
状のアクチン繊維の構造が働くことが知られ
ている。gmfA 遺伝子破壊細胞は、野生型細胞
と比較して、基質に対して細胞がより平らに
張り付く様子が認められた。その細胞運動を
計測すると、野生型細胞の４倍の速度で基質
上を移動した。さらに、その運動方向が直線
的であることが分かった。そのため、gmfA 遺
伝子破壊細胞では、細胞の運動方向の切り替
えが起こりにくくなっていると考えられた。
これらの細胞について、アクチン細胞骨格の
分布を観察したところ興味深いことが判明し
た。gmfA 遺伝子破壊細胞では、細胞の移動方
向側の細胞端に数多くの糸状仮足の形成が認
められた。細胞の形状が平らにみえること、
そして運動方向の切り替えが減少しているこ
とと深い関係があるように思われた。さらに
  
野生株では細胞の背側に形成されるマクノピ
ノサイトーシスを誘導するアクチンのリング
状構造が、gmfA 遺伝子破壊細胞ではあまり認
められないことも分かった。これらの観察結
果から、GmfA の機能が欠損したことで、
Arp2/3 のリサイクリングがおかしくなり、そ
の正常な働きに支障を生じた可能性が考えら
れた。震災による停電で、細胞株が壊滅した
ことで、再び細胞株を作製し直すなど、実験
は停滞してしまったが、以上の研究成果につ
いては論文投稿の準備を進めている。 
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